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Nachdem es lange Zeit nicht recht gelingen wollte, Streptokokken
durch morphologische und kulturelle Eigenschaften zu differenzieren,
brachten Schottmüllers Untersuchungen (1903) über das Verhalten
der Streptokokken auf Blutagar einen Fortschritt. Schott
in ü 11er unterschied unter den pathogenen Streptokokken den Str.
longus pathogenes seu erysipelatos, Str. mitior seu viri-
dans und Str. mucosus. Seine Angaben wurden von E. Frankel,
Rieke, Schumacher, Nieter und Mandelbaum bestätigt. Nach
Beitzke und Rosenthal, Natvig, Reber, v. Bardeleben und
Scheib ist allerdings die Hämolysin bildung der Streptokokken eine un
beständige Eigenschaft und deshalb zu ihrer Unterscheidung wenig ge
eignet. Nach den im Kieler hygienischen Institute gemachten Erfahrungen
ist ein mit 10-proz. Ziegenblut versetzter Agar recht gut geeignet, der
Str. pyogenes vom Pneumococcus und Str. mucosus zu unter
scheiden.
Wurden die genannten Streptokokkenformen hauptsächlich wegen
ihres verschiedenen Wachstums auf Blutagar gesondert, so sollten
meine Untersuchungen zeigen, ob die verschiedenen Streptokokken
formen sich auch unterscheiden durch die Säurebildung aus Kohlen
hydraten, was ja bei anderen Bakterien, wie bei der Typhus-Coligruppe,
schon wertvolle Ergebnisse hatte.
Zuckerhaltige Nährböden zur Unterscheidung der Bakterien wandte
1889 Petruschky an. Er bediente sich der Lackmusmolke: des mit
Lackmuslösung gefärbten, neutralen, kasein- und fettfreien Milchserums.
E. Fränkel empfiehlt den v. Drigalski-Conradischen Lackmus-
Laktose-Agar zur Unterscheidung des Str. mitior vom Pneumo-
coccus, die mit Blutagar nicht ganz leicht sei: „Im Gegensatz zu dem
darauf nur spärlich wachsenden Pneumococcus gedeiht der Strepto
coccus viridans in sehr üppigem grauweißen Rasen unter gleich
zeitiger starker Rötung des Agars. Nach 24 Stunden tritt diese Er
scheinung am deutlichsten hervor. Auf demselben Nährboden entwickelt
sich auch leicht der Str. mucosus in charakteristischen, schleimigen
Belägen. Die Reaktion der Kulturen der drei auf diesem Agar ge
züchteten Streptokokkenarten hat sich als gleichmäßig amphoter erwiesen,
jedoch ist ihr Säurebildungsvermögen durch ihre gerinnungserregende
Einwirkung auf Milch ein wandsfrei erwiesen.“ Nieter hält den v. Dri
galski-Conradischen Agar zur Unterscheidung der Streptokokken
typen für ungeeignet. — Während E. Fränkel schon bekannte Arten
auf Zuckernährböden prüfte, untersuchte Gordon 800 Streptokokken
stämme, gezüchtet aus Speichel oder Kot Gesunder oder aus dem Körper
kranker Personen. Er prüfte deren Gärvermögen in Bouillon mit je
1 Proz. von 10 verschiedenen Kohlenhydraten. 300 aus Speichel ge-
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2züchtete Streptokokkenstämme zersetzten sämtlich Saccharose, nicht aber
Mannit. 300 Streptokokkenstämme aus Kot zersetzten alle das Glykosid
Salizin, was bei den erstgenannten nur selten geschah. 200 Strepto
kokkenstämme aus dem Körper kranker Personen zersetzten zum größten
Teil Saccharose und Laktose (teilweise auch Salizin), gaben sonst keine
einzige positive Reaktion. Gordons Angaben, daß auf den verschiedenen
Zuckerarteri die Streptokokken sich unterscheiden ließen, wurden von
Nieter nicht bestätigt, der sie übrigens auch durch die Agglutination
nicht trennen konnte. Da inmann-und Mannegold beschrieben einen
Str. capsulatus gallinarum, der die „Schlafkrankheit der Hühner‘ L
erzeuge und der in Saccharosebouillon Säure bilde. Baumgarten
prüfte 14 Streptokokkenstämme auf Traubenzucker- und Milchzucker-
Lackmusagar, ferner 32 Streptokokkenstämme in Lackmusbouillon mit
Traubenzucker, Milchzucker oder Rohrzucker. Er fand, daß dadurch
sich die verschiedenen Streptokokkenstämme nicht unterscheiden lassen.
Dagegen hat Schultze mit dem von E. Fränkel empfohlenen Lack
mus-Laktose-Agar recht gute Erfolge gehabt; er betont, daß nur junge
Kulturen die Unterschiede deutlich zeigen. Einen Befund von Beitzke
und Rosenthal, denen ein Stamm zu verschiedenen Zeiten ungleiche
Resultate gab, führt Schul tze auf einen Wechsel in der Zusammen
setzung der Nährböden zurück. Endlich fand Nieter unter 65 Strepto
kokkenstämmen bei den meisten eine Rötung der Traubenzucker- und
Milchzucker-Lackmusbouillon, sowie der Barsiekowsehen Trauben- und
Milchzuckerlösung; aber keiner seiner Stämme habe im Gärungsröhrchen
mit 9 verschiedenen 1-proz. Zuckerbouillonarten auch nur eine Spur von
Gasbildung gezeigt. Wie Natvig schreibt, studierte Hayek die Säure
bildung der Streptokokken durch Zusatz von Lackmustinktur zu den
Nährböden; v. Lingelsheim (1903) führte die Titrierung der Bouillon
kulturen ein, die auch Pas quäl verwandte. Frau Sieber-Schumoff
(1892) hat die von den Streptokokken, Weichselbaum, Würtz und
Mosny haben die von den Pneumokokken gebildete Säure qualitativ
bestimmt. Natvig prüfte (1905) seine Streptokokkenstämme auch auf
neutralem 172-proz. Traubenzuckerhochagar mit Ascites (2:1); durch
Asciteszusatz werde der Agar lockerer, so daß der Sauerstoff der Luft
tiefer eindringen könne. Eine diffuse Trübung, die wohl auf Eiweiß-,
fällung beruhe, kennzeichne die Säurebildung.
Im Kieler hygienischen Institute wurden seit Mai 1907 die von
v. Lingelsheim angegebenen zuckerhaltigen Lackmus-Ascites-Nähr-
böden von Stövesandt bei Meningokokken geprüft. Durch Herrn
Dr. Reiner Müller wurde ich angeregt, das Verhalten von Strepto
kokken auf solchen Nährböden zu untersuchen.
Meine Streptokokkenstämme wurden aus den Proben, die dem
bakteriologischen Untersuchungsamte zugingen, gezüchtet und möglichst
frisch geprüft, derart, daß die in wenigen Tagen gesammelten Stämme
gemeinsam ausgesät wurden. Weitere Stämme verdanke ich der Güte
der Herren Professor Heim in Erlangen, Professor Kral in Prag und
Dr. Mandelbaum in München. Im ganzen wurden 18 Arten von
Kohlenhydraten verwandt und zwar 10-proz. Lösungen in Lackmustinktur
(nur das schwer lösliche Dulzit wurde in Substanz, Inulin und Amylum
solub. als Emulsion zugefügt), wovon jedesmal 1% ccm mit 10 ccm
3-proz. Nähragars gemischt wurden, worauf dieser 58 0 warmen Mischung
5 ccm gleichwarmer Ascitesflüssigkeit zugesetzt wurden, so daß jedesmal
eine 1-proz. Lösung des Kohlenhydrates in dem Nährboden vorlag. Das
3anfangs zum Vergleich neben dem Ascites verwandte Ziegenserum war
weniger brauchbar, weil es den Nährboden trübte. Auf den zum Ver
gleich ohne Kohlenhydrate angesetzten Ziegenserum- und Ascitesnähr
böden sah ich nie eine Rötung, obwohl z. B. 0 o b b e t annimmt, daß
Diphtheriebacillen in solchen Serumnährböden Säure bilden. Um unter
ganz gleichen Bedingungen zu züchten, wurden stets mehrere Stämme
in dieselbe P e tri - Schale verimpft. Nach 3—4 Tagen machte sich meist
ein Nachbläuen durch Alkalibildung bemerkbar; eine längere Beobachtung
änderte das Ergebnis kaum.
Die Tabellen I und II zeigen, daß von 78 Stämmen aus den
18 Kohlenhydraten sehr ungleichmäßig Säure gebildet wurde. Aus
einigen bildeten sehr zahlreiche Stämme Säure, also Rötung, aus anderen
nur ganz vereinzelte. So wurde Dulzit, Isodulzit und Inulin von keinem
Stamme, Erythrit von 1 und Adonit von 2 Stämmen verändert; während
Dextrose, Lävulose, Maltose, Laktose, Saccharose und Amylum solubile
mit der Mehrzahl (58 bis 41) Rötung erzeugten.
Für die Unterscheidung der Streptokokken l*aben sich mir Glyzerin,
Arabinose, Mannit, Raffinose und Amylum solubile als besonders geeignet
erwiesen. Mit Dextrose, Lävulose, Maltose und Saccharose dagegen
ließen sich kaum Verschiedenheiten erkennen, denn wenn die Stämme
auf einer davon rot wuchsen, so taten sie es meist auch auf den anderen.
Wenn also Baumgarten bei 46 Streptokokkenstämmen keine Unter
schiede in der Zerlegung von Trauben-, Milch- und Rohrzucker fand, so
kann dies nicht auffallen. Uebrigens hat schon Smith gesagt, daß
„Säurebildung und Gasbildung wertvolle diagnostische Merkmale sind,
wenn wenigstens 3 Zuckerarten, unter Ausschließung des Fleischzuckers,
geprüft werden“.
Daß man bei Wiederholung des Versuches nicht immer genau die
selben Resultate erhält, darf nicht wunder nehmen; denn es scheinen
schon allerlei unbedeutende Abweichungen in der Zusammensetzung des
Nährbodens von Einfluß auf die Säurebildung in den kohlen hydrathaltigen
Nährböden zu sein, wenn wir hören, daß nach Schultze der Eintritt
der Säurebildung abhängig ist von dem Alter der Kultur, nach Natvig
von der ursprünglichen Reaktion des Nährbodens, nach Rolly von dem
Gehalt der Laboratoriumsluft an C0 2 und NH ä , nach Köstler von dem
wechselnden Sauerstoffgehalt des Nährbodens und auch von der Her
kunft des Serums (Longcope, Warfield) insofern, als die Pneumo
kokken z. B. aus dem Serum eines an Nephritis oder an Urämie
Leidenden eine gewisse Menge Säure, aus tuberkulösem Rinder- oder
Pferdeserum keine Säure, aus normalem Kaninchenserum wieder deut
lich Säure bilden sollen. So wäre es auch wohl nicht von vornherein
ausgeschlossen, daß die Pneumokokken und auch die Streptokokken ver
schiedenartigem Ascites gegenüber sich ungleich verhielten. Gordon,
der flüssige Nährböden benutzte, gibt allerdings an, daß das Ergebnis
bei Wiederholung der Probe mit 800 Streptokokkenstämmen gleich ge
blieben wäre. Mir aber war auffallend, daß der Str. mjicosus 4 der
Tabelle IIB, der der Serie vom 2. Dez. zugefügt wurde — wenn auch
8 Stunden später als die anderen 10 Stämme (oder ob aus diesem
Grunde) — nur aus 4 Kohlenhydraten Säure bildete, bei Wiederholung
der Probe 10 Tage später aber deren 11 angriff; andererseits verhielten
sich beispielsweise die Pneumokokken 1 und 2 der Tabelle IIC in ver
schiedenen Serien gleich, der Stamm 2 der Tabelle IIB in derselben
Serie doppelt angelegt — allerdings von verschiedenen Nährböden aus
1*
4abgeimpft — bis auf Saccharose vollkommen gleich; Stamm l und 2 der
Tabelle IAH doppelt angelegt in einer Serie — auch von verschiedenen
Nährböden aus abgeimpft — zeigte bis auf 3 Zucker gleiche Resultate.
Stamm 5 der Tabelle IIE bildete bei einer Wiederholung der Probe etwa
2 Monate nach der ersten Untersuchung bis auf Mannit und Raffinose,
Tabelle I.
A. Gruppe des Streptococcus pyogenes.
Bei Blutagar: Klare hofbüdung nach 1 Tagenach 2 T.-^Wächst dieKoloniegrünQ,
beidenKohlenhydratnährböden ist g uolleRötungnach 1Tag, g,nach 2 Tagen,
sduvaehgruii'\
„ 2 Tagen, U * 3 Tagen
0 Kickt geprüft
die das zweite Mal blau blieben, aus denselben Nährböden Säure. Um
möglichst Fehler zu vermeiden, stellte ich die Nährböden stets genau
in der gleichen Weise her und verwandte fast nur frisch gezüchtete
Stämme in den einzelnen, ziemlich schnell aufeinanderfolgenden Serien.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen I und II zusammengestellt,
und zwar sind jedesmal die Stämme zusammengefaßt, die in ihrem Ver
ühalten zu den Kohlenhydraten übereinstimmten, während die Gruppe E
der Tabelle II alle übrigen enthält. Dabei haben sich zwanglos die
4 Gruppen A, B, C, D ergeben und es lag die auffallende Tatsache vor,
daß die Gruppe A nur solche Stämme einschließt, die auf Blutagar, so
weit darauf geprüft, sich wie Str. pyogenes verhalten; daß die Stämme
Tabelle II.
Zeichenerklärung wie unter Tab. I.
der Gruppe B durch die charakteristische Kapselbildung und das glasige,
schleimige Wachstum auf Löffler-Serum als Str. mucosus charak
terisiert waren, und die der Gruppe C durchweg auch nach ihren son
stigen Merkmalen als Pneumokokken angesprochen werden mußten.
Streptokokken, die auf Blutagar ohne Hämolyse und Verfärbung wuchsen,
sind in der Gruppe D Tabelle II vereint. Ein Blick auf die Gruppe E
6der Tabelle II zeigt sofort, daß hier die Stämme außerordentlich diffe
rieren und kaum 2 oder 3 davon übereinstimmen.
In der 1. Untergruppe (Tabelle I) sind die Stämme aufgeführt, die
wegen ihrer klaren Höfe auf Blutagar als zur Gruppe Streptococcus
pyogenes gehörig erkannt waren. Alle 5 röten Arnylum solubile, nicht
aber Glyzerin, Adonit, Mannit und Raffinose. Die Untergruppe 2 der
Tabelle I enthält eine Reihe von Streptokokken, die zu den anderen nicht
recht paßten, obwohl auch sie Hämolyse verursachen; sie enthält auf
fallenderweise bis auf den Stamm 5 nur solche Stämme, die aus Blut
proben von an Sepsis, Typhus und Milzbrand leidenden Kranken stammten
und auch zu dem Stamm 5 könnte das Blut eine ursächliche Beziehung
haben, da der Douglasabszeß eine vereiterte Hämatocele sein könnte.
Für diese Untergruppe ist typisch, daß sie alle Mannit und Glyzerin
vergären. Da alle hierher gehörigen Stamme bis auf Stamm 5 aus Blut
gezüchtet sind, so konnte man daran denken, daß die Einwirkung des
Blutes ihr Säurebildungsvermögen verändert haben konnte. Diese Auf
fassung findet eine gewisse Stütze in den von Gordon gemachten Er
fahrungen, denn dieser fand unter 11 Stämmen nach Tierpassage bei
zweien eine Veränderung; bei seinen 800 Streptokokken fand er sonst
nie eine Veränderung. Ob dem so ist, könnte man so prüfen, daß man
einen Stamm aus der 1. Untergruppe Kaninchen in die Blutbahn ein
spritzt und dann die Zuckerzerlegung bei dem ursprünglichen und dem
aus dem Tierblut zu züchtenden Stamme vergleicht. Zwei diesbezügliche
Versuche scheiterten an der geringen Virulenz der Stämme gegenüber
Meerschweinchen, in einem dritten Falle ging das Tier an anderen Er
regern ein.
Die 3. und 4. Untergruppe umfassen nur Stämme aus diphtherie
verdächtigen Mandelbelägen, die sich durch ihr Verhalten gegen Raffinose
unterscheiden, indem die 3. Untergruppe daraus Säure bildet, die 4. nicht.
Wenn auch die 6 ersten Stämme der 4. Untergruppe alle dieselben
8 Kohlenhydrate zerlegen, darf doch die 4. Untergruppe nicht den Wert
der übrigen Gruppen und Untergruppen beanspruchen, da hier das Ver
halten auf Blutagar zum größten Teil nicht mehr nachgeprüft werden
konnte. Würden z. B. die 10 ersten Stämme der 4. Untergruppe klare
Höfe auf Blutagar bilden, so stimmten sie vollkommen mit der Unter
gruppe der Tabelle I überein; wenn sie aber den Blutagar nicht ver
ändern, so gehörten sie zur Gruppe D der Tabelle II, die die gleichen
Kohlenhydrate zerlegt. Nur die 6 letzten Stämme der 4. Untergruppe
würden, auch im Fall, daß sie sämtlich Hämolyse machen, nicht in der
1. Untergruppe Platz finden, weil sie alle Mannit angreifen
In der Gruppe B der Tabelle II sind die vor der Prüfung auf den
Kohlenhydratnährböden als Str. mucosus erkannten Stämme vereint;
es ergeben sich Jaier 2 Untergruppen, von denen die eine besonders
Glyzerin, Mannit und bis auf einen auch Arabinose, nicht aber Arnylum
solubile angreift, während die 6 Stämme der 2. Untergruppe fast auf
keinem der Nährböden Säure bilden. Schultze hatte keinen Mucosus-
Stamm, der auf einem Lackmus-Nutroseagar Säure bildete. Auch E.
Fränkel spricht nur von dem charakteristischen schleimigen Wachstum
auf Lackmus-Laktoseagar. Oft erzeugte der Str. mucosus auf unseren
Nährböden, insbesondere auf Glyzerin, Mannit und Dextrose so viel
 Schleim, daß die Kulturmasse beim Schräghalten fast herabfloß. Diese
starke Schleimbildung und die auf dem ja dextrosehaltigen Löffler-
Serum war für die geprüften Mucosus-Stämme bezeichnend. Kohlen
7hydrate, besonders Dextrose, Mannit und Glyzerin scheinen also die
Schleimbildung zu begünstigen. Damit stimmt gut überein, daß wir
nach den bisherigen Untersuchungen über die chemische Zusammen
 setzung der Bakterienschleime diese als Abkömmlinge verschiedener
Kohlenhydrate ansehen müssen (Seiler). Wenn 8 Mucosus-Stämme
Neumanns auf Löffler-Serum weniger gut wuchsen, so dürfte dies
vielleicht auf die Zusammensetzung und Herstellung des Löffler - Serums
zurückgeführt werden. Nach M a n d e 1 b a u m ist die Bildung des Schleimes
bei Str. mucosus nicht beständig: „Wenn sie unterbleibt, dann sind
auch die Kolonieen des Str. mucosus von denen des Str. mitior
und Pneumokokken nicht zu unterscheiden.“ In einem solchen Falle
würde die Erkennung durch Kohlenhydratnährböden möglich sein, falls
ein Str. mucosus vom ersten Typus vorliegt.
An die 2. Untergruppe schließt sich nach ihrem Verhalten die
Gruppe C an, bestehend aus Stämmen, die vor der Prüfung auf diesen
Nährböden nach ihrer morphologischen und kulturellen Eigenart — be
sonders auf Blutagar — als Pneumokokken erkannt waren. 13 Stämme
zeigten keine Rötung bis auf den Stamm 3, der Lävulose nach 2 Tagen
schwach, Saccharose nach 2 Tagen voll veränderte. Unter den 13 Stämmen
sind die 3 letzten Pneumokokken als Erreger derselben Meerschweinchen
seuche gezüchtet worden, die Wittneben beschrieben hat. Sie röten
keinen der Nährböden; auch E. Fränkel und Schultze sahen auf
ihren festen Nährböden bei Pneumokokken keine Rötung. Wenn nun
andere Autoren, wie Longcope, Duval, Charles, Lewis und Paul
Pneumokokken zu den Säurebildnern rechnen, so ist dies kein Wider-
Spruch. Denn jene verwenden flüssige Nährböden, wo bestimmte Bak
terien in der Tiefe unter mehr anaeroben Bedingungen Säure bilden,
während die Säurebildung bei oberflächlichem Wachstum auf festen
Nährböden möglicherweise wegen des Luftsauerstoffs ausblieb (Köstier,
Vourlant). Es liegt nahe, die 2. Untergruppe des Str. mucosus
mit den Pneumokokken zu einer Gruppe zu vereinigen, zumal schon
 von verschiedener Seite auf die vielfache Uebereinstimmung und auch
auf die Uebergänge zwischen beiden hingewiesen worden ist (Mar-
morek, Park, Williams, Norries und Papenheimer). Dagegen
glaubt Hiss sie trennen zu müssen; denn obwohl er Pneumokokken
durch Streptokokkenimmunserum in starker Verdünnung agglutinieren
 konnte, sind nach ihm, gleichviel welche Verwandtschaft früher zwischen
dem Str. mucosus und dem Pneumococcus existiert haben mag,
doch die Merkmale, die die beiden trennen, sehr beständig geworden.
Ich untersuchte 9 Sputa von Kranken der sogenannten Influenzaepidemie, die in
den ersten Monaten des Jahres 1908 herrschte. 6mal wuchs auf den Nährböden vor
wiegend Str. mucosus, 3mal Pneumococcus. Influenzabacillen fand ich nicht,
was nach Zeitungsberichten („Tag“ No. 72) auch anderwärts meist nicht gelungen
sein soll.
Streptokokken, die Blutagar nicht veränderten, sind
in der Gruppe D vereint. Davon hebe ich' nur den nicht pathogenen
Stamm 5 aus, den mir Herr Dr. Mandelbaum in München als Str.
saprophyticus übersandt hat und der sich dadurch unterscheidet,
daß er Laktose, Saccharose, Dextrin und Amylum solubile unver
ändert ließ.
Von Stämmen, die ich als Str. mitior bezeichnen konnte, isolierte
ich nur den einen Stamm 8 der Tabelle IIE, der sich von allen anderen
dadurch unterscheidet, daß er gleich nach 20 Stunden aus Mannit, Man-
8no&e, Dextrose, Lävulose und Saccharose Säure entwickelte, ferner nach
2 Tagen auch Maltose kräftig angrilf. Dann sei aus der Gruppe E noch
der Str. chorea (Kräl-Prag) hervorgehoben, der Blutagar grünlich ver
färbte und keinen der Nährböden rötete.
Tabeüe III.
Säure- oder Alkalibildung in Bouillon mit 1 Proz. Glyzerin, Dextrose,
Mannit, Amylum solub. oder Raffinose.
Die Zahlen bedeuten die zur Neutralisation bis zum Phenolphtaleinpunkte nötigen
Kubikzentimeter einer ‘/s Normal-KOH oder == |H 2 S0 4 |
Glyzerin Dextrose Mannit Amyl. sol. Raffinose
0,1 0,05 0,1 0,05 0,1 0,05 0,1 | 0,05 0,1 | 0,05
in in in in in
10 1 5 10 5 10 5 10 5 10 5
ccm ccm ccm ccm ccm
Titer der 1-proz. kohlen
hydrathalt. Kontroll-
bouillon 0,15 0,1 0,15 0,1 0,15
Pneumokokken als Er-i 0,45 0,4 0,8 0,075 0,25 0,1 0,3 0,3
reger v. Meerschwein-] 1,025 0,575 0,2 neutr. .1,0 0,275 1,05 0,7
chenepizootie l 0,025 0,05 0,025 0,75 neutr. 0,025 0,4 0,2 0,435 0,325'
Pn.-artig aus Augeneiter 0,225 neutr. 0,775 0,3 0,075 neutr. 1,55 0,8
Pn.-artig aus Sputum neutr. neutr. 0,05 0,025 0,075 0,05 0,2 0,1 0,3 0,15
Pneum. aus Sputum 1,55 0,8 0,075 0,025 0,5 0,225 1,45 0,75
Pneum. aus Sputum 1,3 0,65 neutr. neutr. 1,04 neutr. 1,25 0,65
Str. muc. aus Sputum 1,2 0,6 0,15 0,075 0,275 0,1 0,325 0,75 |
Str. muc. aus Sputum neutr. neutr. neutr. 0,275 neutr. neutr. neutr. 0,15 0,125 neutr.
Str. pyog. aus Angina 1,2 0,8 0,4 0,2 1,35 0,95 1,65 0,825
Str. pyog. aus Angina 0,275 0,05 1,225 0,6 1,2 0‘64! 0,15 0,225
0,08
Mann.
Str. pyog. aus Angina 0,65 2,3 1,15 1,6 0,8 2,3 1,1 2,0 0,95
Str. pyog. aus Angina 0,5 0,25 2.375 1,15 0,4 0,225 0,7 0,25 1,7 1,91
0,1
Raffin.
Str. ohne Häm. aus Sput. 0,15 neutr. 1,55 0,775 0,125 0,05 0,45 0,3 0,25 0,15
Um zu erfahren, ob sich die Streptokokken vielleicht auch durch
die ungleiche Menge der gebildeten Säure unterscheiden lassen, impfte
ich 14 verschiedene Stämme in je 2 Bouillonröhrchen mit 10 und mit
5 ccm Bouillon, der 0,1 oder 0,05 g Glyzerin, Dextrose, Mannit, Raffi
nose oder Amylum sol. zugesetzt waren, so daß jedesmal eine 1-proz.
Lösung vorlag. Während ich zuerst die einzelnen Stoffe, Glyzerin aus
genommen, abwog zu Pulvern von 0,1 g und 0,05 g, machte ich bald
10-proz. Lösungen davon in destilliertem Wasser, die ich durch Kochen
sterilisierte. Je nach dem Ausgangsmateriale impfte ich mit der Platin
nadel ab oder brachte 0,2 einer Aufschwemmung in physiologischer
Kochsalzlösung hinzu, auch in dem Gedanken, ob vielleicht durch die
ungleiche Art der Impfung Unterschiede auftreten könnten. Die Kul
turen wurden bei 36° 40 Stunden lang in der Brutkammer gehalten.
Die Kontrollbouillon ohne Zucker war leicht alkalisch und gebrauchte zur
Neutralisation 0,075 bis 0,1 einer y5 Norm.-H 2 S0 4 , die Titration wurde
mit x/5 Normal-KOH oder -H 2 S0 4 bis zum Phenolphthaleinpunkt gemacht.
Im Vergleich mit meinen in der Tab. III angeführten Ergebnissen
möchte ich auf die von Scheib und Natvig hinweisen. Scheibs
9Streptokokkenstämme bildeten Alkali, da keiner den Titer der Bouillon
erreicht, Natvigs Titerzahlen stimmen gut mit meinen bei4Pyogenes-
Stämmen gefundenen überein. Natvig schließt, daß sich die echten
Streptokokken von den Pneumokokken durch Säureproduktion und Säure
toleranz allein nicht unterscheiden ließen. Ein gleiches Resultat würde
ich gehabt haben, wenn ich nur Traubenzuckerbouillon gebraucht hätte.
Die Prüfung der anderen kohlenhydrathaltigen Bouillonnährböden ergibt
aber — wie Tab. III zeigt — daß sich der Streptoc. pyogenes
von allen anderen, insbesondere auch von den Pneumo
kokken dadurch wesentlich unterscheidet, daß er kein
Alkali bildet. Zu weiteren Schlüssen scheint mir das vorliegende
Material noch zu klein zu sein. Erwähnenswert ist noch der augen
fällige Befund, daß alle kohlenhydrathaltigen Bouillonröhrchen, in denen
Alkali gebildet wurde, vollkommen klar sind, während die säureenthal
tenden Bouillonröhrchen eine mit steigenden Säuremengen wachsende
Trübung und größer werdenden Bodensatz zeigten. Ein Blick auf die
10 Röhrchen eines Stammes läßt uns das Resultat, wenn auch in groben
Zügen, erkennen. Wenn ich von jedem Zucker für einen Stamm zwei
Proben ansetzte, so geschah dies sowohl zur Kontrolle, als auch in der
Erwägung, ob vielleicht in den niedrigeren Röhrchen zu 5 ccm Bouillon
durch den Einfluß des Sauerstoffzutritts nicht stets die Hälfte Säure ge
funden wurde, wie in den hohen Röhrchen zu 10 ccm. Und in der Tat
haben die 3 ersten Pneumokokkenstämme der Tab. III aus Dextrose
und Raffinose in beiden Röhrchen fast gleiche Mengen Säure gebildet.
Auch in anderen Fällen ist das Verhältnis der gebildeten Säuremengen
für die beiden Röhrchen mit 10 oder 5 ccm Bouillon nicht immer wie
2:1. Daher scheint mir das Vorgehen von Natvig und Scheib nicht
ganz einwandfrei zu sein, wenn sie zur Eruierung der in 1000 ccm
Bouillon zu bildenden Säuremenge einfach das Ergebnis aus 100 ccm
Bouillon mit der. entsprechenden Zahl multiplizieren. Um den Einfluß
des freien Sauerstoffs auf die Sänreproduktion zu studieren, prüfte
Natvig Kulturen in Traubenzuckerbouillon bei Luftzufuhr sowie in
luftfreier Bouillon (nach Weichselbaum). Natvig fand keine beson
ders erheblichen Unterschiede zwischen aerober und anaerober Kultur.
Tabelle IV.
t 2 k
ccm
1 Proz.
Traubenzucker
Kontroll-
bouillon bildet
Str. pyogenes Pneumokokken
Alkal. a b Bouillon a b Bouillon
Erlen m eyer-KoIben 57,31 0,1 1,0 klar
Bodensatz
1,3 1,25 trüb
Erlenmeyer-Kolben 27,9 11 1,45 1,3 klar
Bodensatz
1,325 verun
reinigt
trüb
flockig
Glasschale 24,3 11 1,3 1,3 trüb
Bodensatz
0,15 — trüb
Senfgläser 16,39 11 1,425 1,375 klar
Bodensatz
1,25 1,1 trüb
Sputumröhrchen 6,07 11 1,25 1,2 klarBodensatz 1,25 1,1
trüb
Bodensatz
Reagenzgläser 5 ccm
Bouillon
2,51 11 — — — 0,85 0,75 trüb
Bodensatz
ReagenzgläserlOccm
Bouülon
2,51 11 2,1 2,025 trüb
Bodensatz
1,5 1,4 trüb
Bodensatz
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Angeregt durch Köstler, der den Einfluß des Luftsauerstoffs auf die
Gärtätigkeit der Milchsäurebakterien beschrieb, impfte ich je 10 ccm
1-proz. Traubenzuckerbouillon in den in Tab. IV bezeichneten Gefäßen
mit ausgerechneter Bodenoberfläche, zur Kontrolle ließ ich jedes Gefäß 2mal
(in Tab. IV a und b) 40 Stunden bei 36 0 und fand durch Titrieren mit
1 / 6 Norm.-KOH oder H 2 S0 4 bis zum Phenolphthaleinpunkt fürStrept.
pyogenes und Pneumococcus keinen deutlichen Einfluß des Luft
zutritts auf die Säurebildung. Nur ist auffallend, daß in dem hoch
gefüllten Reagenzglas mit 10 ccm Bouillon, wo in der Tiefe mehr
anaerobe Bedingungen gegeben sind, die größte Säuremenge gebildet
worden ist. Ferner goß ich zum Studium des Sauerstoffeinflusses auf
die Säureproduktion des Pneumococcus in untereinander gleichgroße
Soxhlet-Flaschen und untereinander gleiche Erlenmeyer-Kolben
ungleiche Mengen eines flüssigen Nährbodens, der 2 Proz. Ascites und
1 Proz. Pepton in physiologischer Kochsalzlösung enthielt. In diese
verschieden hohen Flüssigkeitssäulen impfte ich einen Pneumokokken
stamm und prüfte nach 4 Tagen die Reaktion der getrübten Nährböden
gegen ^ S0 3 oder ^ KOH; Phenolphthalein diente als Indikator:
Soxhlet-Flasche
)> >}
Er len m ey er-Kolben
)> tf
V
100 ccm neutral
50
10
20
10
schwach alkalisch
neutral
schwach alkalisch
Säure konnte nicht gebildet werden, da kein Kohlenhydrat im Nähr
boden war. Mit der wachsenden Möglichkeit des Sauerstoffzutritts oder
mit der Abnahme der Flüssigkeitshöhe ging die Reaktion von neutral
in schwache Alkaleszenz über.
Nach Abschließung der Untersuchung der in den beiden ersten Ta
bellen angeführten Streptokokken prüfte ich noch 31 weitere Stämme auf
6 mit Glyzerin, Arabinose, Mannit, Dextrose, Raffinose oder Amyl. solu
bile versetzten Lackmusascitesagarnährböden. Von diesen 31 Stämmen
bildeten 15 Pneumokokkenstämme (darunter 4 als Erreger einer Meer
schweinchenepidemie) und 4 Mucosus-Stämme (aus den Sputa „In
fluenzakranker“) keine Säure. Weitere 5 Strept. pyogen es-Stämme
wurden in der Gruppe A IV untergebracht. Von 3 ohne Hämolyse
wachsende Kolonieen bildeten 2 keine Säure und schließlich wurden
noch 4 Streptokokkenstämme aus Conjunctivalsekret, Abortresten, Eiter
und Mandelabstrichen geprüft, die zu den anderen Gruppen nicht recht
passen und unter Tab. II E hätten Platz finden müssen.
Zum Schluß möchte ich noch kurz einen Mikroorganismus be
sprechen, der im menschlichen Körper als Diplobacillus ge
funden wurde,-* in den meisten Kulturen jedoch ganz
Streptokokkenform hatte.
Im Jahre 1906 übersandte Herr Medizinalrat Dr. Brummund in Stade dem
 Kieler hygien. Institute Objektträgerausstriche von einem Falle mit hartnäckiger
Stomatitis bei einem Manne; ferner ein Agarröhrchen, beimpft mit dem Mund
sekrete vom gleichen Falle. Es lag die Mitteilung bei, daß einige Zeit vorher ein ganz
gleich aussehender und verlaufender Fall vorgekommen sei, und daß vielleicht eine In
fektion durch Milchgenuß vorläge. Ferner seien im direkten Ausstriche Diplobacillen
fast in Reinkultur zu sehen, die daher wohl als die Ursache des Krankheitsbildes auf
zufassen seien. — Die Untersuchung des eingesandten Materials wurde damals von Herrn
Dr. Reiner Müller ausgeführt, der mir die Reinkultur der gezüchteten Mikroorganis
men zur Nachprüfung seiner Ergebnisse überließ, die ich in allen Punkten bestätigen konnte.
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Das übersandte fuchsingefärbte Ausstrichpräparat zeigte in der Tat
fast nur Diplobacillen in großer Zahl, ganz ähnlich den Morax-Axen-
feldschen. Sie erwiesen sich aber im Gegensatz zu diesen als gram
positiv.
Von dem übersandten mit Mundsekret beimpften Agarröhrchen
wurden Oberflächenkulturen auf Blutagar- und Löffler-Serumplatten
angelegt. Hier wuchsen nun nahezu in Reinkultur charakteristische Ko-
lonieen. In den Einzelkolonieen fanden sich aber merkwürdigerweise
nur ganz vereinzelte typische D ipl obacil le n - Formen, meist sah man
aneinander gereihte Diplokokken, aber dann und wann auch Ueber-
gänge, derart, daß ein Stäbchen eines Diplobacillus eine Einschnürung
in der Mitte zeigte, so daß es wohl einem Diplococcus entsprach.
Auf anderen Nährböden, besonders in Bouillon, wuchs der Keim meist
ganz streptokokkenartig.
Von den bekannten Streptokokkenformen unterscheidet sich der Keim
schon durch seine lange Lebensdauer. So blieb er im 36“-Schrank
auf neutralem Agar, durch Watteparaffinverschluß gegen Austrocknung
geschützt, stets länger als ein halbes Jahr am Leben.
Auf Blutagar nach 24 Stunden x/2 —1 mm breite Kolonieen, die
dem Nährboden auffallend fest anhaften, nach 48 Stunden beginnt die
Bildung eines grünlich verfärbten Hofes, bei schwacher Vergrößerung
erscheinen die Kolonieen bald mit unregelmäßigem höckerigen Rand,
bald eigenartig fächerförmig.
Bei Zimmertemperatur kein Wachstum auf Agar oder Gelatine.
Auf Agar bleiben die Kolonieen sehr klein. Charakteristisch war
bei Verteilungskulturen in Traubenzuckeragarröhrchen ein
zonenartiges Wachstum, ganz ähnlich dem, wie es bei anderen
Kulturen von Reiner Müller, dann von Gräf und Witt neben be
schrieben worden ist. So war beispielsweise in einem solchen Röhrchen
oben eine bis 9 mm herabreichende Kolonieenzone zu sehen, dann folgte
eine 6 mm hohe kolonieenfreie Schicht, dann darunter bis zum Boden
wieder Kolonieenwachstum. — Diese Eigenschaft zeigte der Stamm auch
nach 2-jähriger Weiterzüchtung noch in ausgesprochener Weise. Die obere
Kolonieenschicht erscheint meist etwas eher. — Die untere Kolonieen-
schicht fehlt in gewöhnlichem neutralen Agar oft ganz.
In Bouillon finden sich schon nach 24 Stunden schöne Griesel
chen, die ungewöhnlich fest sind, als wären die Keime durch Kitt
substanz verklebt. Der Nährboden selbst bleibt klar.
Auf keiner der kohlen hydrathaltigen Lackmusascitesagarplatten
entstand durch das Wachstum eine Rötung (Tabelle II E 14).
Im Tierversuch war keine Pathogenität festzustellen, Meer
schweinchen subkutan, intraperitoneal und intracardial, einem Huhne
intravenös, Mäusen subkutan eingeimpft, rief der Keim keine Er
krankung hervor.
Zusammenfassung.
Bisher diente fast ausschließlich der Blutagar zur Unterscheidung
der Streptokokkenformen. Ihn werden wir auch ferner zu diesem Zweck
gebrauchen. Ermöglicht er uns doch die Unterscheidung z. B. der
Pyogenes-Gruppe A. I von der Saprophyticus-Gruppe D., wo
uns die Kohlenhydratnährböden, durch die ja beide Gruppen gleichmäßig
verändert werden, im Stich lassen würden. Trotzdem kann es nur von
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Nutzen sein, dem einen Hilfsmittel ein zweites hinzuzufügen. Es ist
natürlich nicht notwendig, zur Unterscheidung der Streptokokken alle
 18 Kohlenhydratnährböden zu prüfen, sondern es ergibt sich aus der
Arbeit, daß nur wenige Zucker die Diagnose ermöglichen und zwar ist
charakteristisch für:
A. Gruppe des Strept. pyogenes:
I. Strept. pyogenes: Säurebildung aus Amylum solubile,
dagegen bleibt Glyzerin, Mannit und Raffinose unverändert;
II. Aus Blut gezüchtete Stämme: Säurebildung aus Glyzerin und
Mannit.
B. Gruppe des Strept. mucosus:
I. Säurebildung aus Glyzerin, Arabinose und Mannit, unver
ändert bleiben Raffinose und Amylum solubile;
II. greifen nach 24 Stunden keinen, nach 48 Stunden selten einen
der Nährböden an, von denen Dextrose anscheinend bevor
zugt wird.
C. Pneumokokken bilden auf Kohlenhydrat-Lackmus-Ascitesagar
keine Säure.
Die Prüfung der Säure- oder Alkalibildung in Bouillon ergibt für
die untersuchten Pyogen es-Stämme das Charakteristische, daß der
Nährboden stets sauer und nicht neutral oder alkalisch ist.
Herrn Geh.-Rat B. Fischer sage ich meinen ergebensten Dank
für die vielfache Förderung und das stete Interesse an der Arbeit, Herrn
Dr. Reiner Müller für die Anregung zu der Arbeit und für die
 freundliche Unterstützung.
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